Mate Pair Libraryを利用した転写開始点と転写終結点の網羅的な解析 by 松本 京子 & Matsumoto Kyoko
Mate Pair Libraryを利用した転写開始点と転写終
結点の網羅的な解析
著者 松本 京子
学位授与年月日 2014-09-26
URL http://doi.org/10.15083/00007849
1 
 
 
博士論文 
 
 
 
Mate Pair Library を利用した転写開始点と転写終結点の網羅的な解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
松本 京子 
  
2 
 
目次 
１．序論        4 
２．材料と方法 (I) 
 ２．１．細胞培養       6 
 ２．２．RNA        6 
３．材料と方法 (II) 
３．１．Mate Pair library 作成      7 
 ３．２．ChIP seq       11 
 ３．３．シークエンス       12 
 ３．４．解析        12 
４．結果と考察 
 ４．１．TSS-TTS library 作成      16 
 ４．２．選択的 TSCと TTCの評価     22 
 ４．３．Preferred TSC-TTCペアの同定と評価    29 
 ４．４．転写構造とクロマチン構造の関係    37 
 ４．５．多様な転写領域と融合遺伝子転写産物の同定における   
TSC-TTC情報の応用      44 
 ４．６．転写産物の構造決定について TSC-TTC/Random データの応用 49 
５．結語        56 
６．謝辞        57 
3 
 
７．参考文献        58 
4 
 
１．序論 
ゲノムでの遺伝子領域を決定し、タンパク質をコードする転写産物の正確な構造を決
定するために、正確な転写開始点 transcriptional start site (TSS)と転写終結点
transcriptional termination site (TTS)を知ることは重要である。TSSについての正確
な情報は、mRNAの 5’端に存在するキャップ構造を合成オリゴに置換、シークエンスタ
グとして用いる手法、オリゴキャップ法[1,2]や CAGE 法[3-5]が開発され、ゲノムワイ
ドな解析が行われてきた。一方で、TTS についても、EST[6]や近年の RNA seq[7,8]に
由来するデータから情報が蓄積している。 
しかし、依然として多くの intergenic long non-coding RNA (lncRNA)についてはTSS
や TTSについての情報が不完全である。また、ある一つの転写産物について、その転写
領域を決定するための TSSと TTSの組み合わせは、多くの場合、明らかでない[9-12]。
ENCODE[13-15]やmodENCODE[16]プロジェクトでは、多種多様な生物種、細胞種で
主に RNA seqを用いて転写産物のゲノムワイドなカタログ化が行われたが、lncRNA の
ように一般にTSS及びTTSがゲノム上の広い範囲に分布する転写産物についてはRNA 
seq法を主軸としたゲノムアノテーションには限界がある。これは RNA seq法が断片化
された転写産物に由来するシークエンスタグ情報を用いるために、転写領域を十分に網
羅していても正確に TSS、TTSを同定することが困難であることに起因する。 
実際上、転写産物の正確な構造が分からない場合は、重大な問題をはらむことになる。
RNA seqのタグを利用して発現量を計算する場合、特定の転写ユニットに RNA seqタ
グを帰属させる必要があるが、それには転写産物の領域が明確に規定されている必要が
ある。また、先行研究から多くの遺伝子について選択的プロモーター、選択的転写終結
点が存在することが示されているが、断片的な TSS と TTS の情報からは、それらの選
択に相互相関があるかについては明らかにならない。さらに、選択的プロモーターに由
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来する転写産物についての全長配列に関する情報、たとえばそれらの転写産物が十分な
タンパク質コード領域を有しているのか、もしくはプロモーター関連の short RNA のよ
うにタンパク質コード領域を含まない short RNAなのかという疑問も解決されない。こ
れらの疑問を解決する目的には既存の RNA seq法は不十分である。 
本研究では、TSS-TTS mate pair full-length cDNA library (TSS-TTS library)を作成
する方法論的開発を行った。また開発された手法を実際にヒトのトランスクリプトーム
解析に応用した。本手法で構築される cDNA libraryは、単一分子の完全長mRNA に由
来する TSS と TTS を環状化させることにより連結し、次世代シークエンサーを使用し
てこれらを両末端の塩基配列として、解析を可能にするものである。類似の方法による
mate-pair libraryの作成が Ni[17]などにより報告されている。しかし、これは、ハエで
のモデルシステムを用いた系に限定した手法であり、ヒトを含む他の生物についての応
用例はまだ報告されていないために、その実用性に疑念が残る。また、今回、dT アダ
プタープライマーの代わりにランダムプライマーで逆転写を行った TSS-Random 
library の作成も行った。TSS-Random library を作成することにより、TSS と cDNA
内部のエクソン構造との相関の解析を行うものであるが、それは本研究で開発された系
に固有の手法である。 
本研究では、本手法の有用性を実践するために、14 種類のヒト由来の正常組織と 4
種類の細胞株を使用して、TSS-TTS library、TSS-Random libraryの作成、その解析を
行った。本論文では、本手法を用いて構築された cDNA library の解析が、選択的プロ
モーター由来の転写産物、lncRNA、多様な転写産物が転写されるゲノム領域について
の解析について有用であること、また、がん細胞における融合遺伝子の同定にも有効で
あることを示す。  
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２．材料と方法 (I) 
２．１．細胞 
 HeLa (ATCC# CCL-2)、HEK293(ATCC# CRL-1573)、DLD1(ATCC# CCL-221)、
MCF7(ATCC# HTB-22)の 4 種類の細胞株を使用した。HeLa細胞と HEK293 細胞は、
15cm シャーレに 10% Fetal bovine serum(FBS)、60mg/l カナマイシンを添加した
Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM)培地を使用し、37℃、5% CO2条件下で
培養した。DLD1細胞は、15cmシャーレに 10% FBS、60mg/lカナマイシン、4.5g/l D-
グルコースを添加した DMEM培地を使用し、37℃、5% CO2条件下で培養した。MCF7
細胞は、15cmシャーレに 10% FBS、0.01 mg/ml human recombinant insulin、60mg/l
カナマイシンを添加した phenol red free Minimum Essential Medium(MEM) 培地を
使用し、37℃、5% CO2条件下で培養した。これらの細胞を使用して、Mate Pair library、
ChIP seq libraryを作成した。 
 
２．２．RNA  
 4種類の細胞株から RNeasy(QIAGEN)を使用して total RNAを精製し、library作成
に使用した。14種類のヒト組織由来の total RNA、adipose (Ambion AM7956), brain 
(Ambion AM7962), breast (Bio Chain R1234086-50), colon (Bio Chain R1234090-50), 
heart (Ambion AM7966), kidney (Ambion AM7976), liver (Ambion AM7960), lung 
(Ambion AM7968), lymph node(Ambion AM7894), ovary (Ambion AM6974), prostate 
(Ambion AM7988), skeletal muscle (Ambion AM7982), testis (Ambion AM7972), 
thyroid (Ambion AM6872) を購入しMate Pair libraryを作成した。 
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３．材料と方法(II) 
３．１．Mate Pair library 作成 
 図１．に示すスキームに基づいて、Mate Pair libraryを作成した。オリゴキャップ法
[1,2]を用いて完全長 cDNA library、もしくは 5’端 cDNA libraryを作成した。それぞれ
total RNA 100μgを使用した。Bacterial alkaline phosphatase(BAP)(TaKaRa) 2.5Uを
使用し、37℃、1 時間処理を行い、不完全長の mRNA の 5'端や、キャップ構造を持た
ないミトコンドリア由来の mRNA に存在するリン酸基の加水分解を行った。Tobacco 
Acid Pyrophosphatase(TAP)(epicentre) 40Uを使用し、37℃、1時間処理を行い、完全
長mRNAの5’端に存在するトリリン酸結合を加水分解し、リン酸基に置換した。T4 RNA 
ligase(TaKaRa) 500Uを使用して、20℃、3時間処理を行い、リン酸基の残っている完
全長 mRNA の 5’端のみに合成オリゴを付加した。使用した合成オリゴの配列は 5’- 
AGCAUCGAGUCGGCCUUGUUGGCCUACUGGCAGCAG -3’ (4ng/μL; custom order, 
TaKaRa)で、3’端に制限酵素 EcoP15I(NEW ENGLAND BioLabs)の配列を含んでいる。
DNaseI(TaKaRa) 10Uを使用して、37℃、10分間処理により、DNAの分解を行った。
Oligo-dTセルロースカラム(Cosmo Bio)を使用して、polyA配列を含むmRNA を精製し
た。Super ScriptII(Invitrogen) 400Uを使用して、42℃、3時間逆転写を行い、1st strand 
cDNA を 作 成 し た 。 プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 TSS-TTS library 作 成 に は
5’-GCGGCTGAAGACGGCCTATGTGGCC(T)17-3’ (0.4 pmol/μL; custom order, 
Invitrogen)、TSS-Random library 作成には 3’端に EcoP15I の認識配列を含む 5’- 
GCGGCTGAAGACGGCCTATGTGGCCCAGCAGNNNNNNC -3’ (0.4 pmol/μL; 
custom order, Invitrogen)を使用した。PCRを用いて DNAを増幅した。使用したプラ
イマーは 5’-primer : 5’- AGC ATC GAG TCG GCC TTG TTG -3’ (0.16 pmol/μL; custom 
order, TaKaRa)で 10番目、16番目、17番目のチミジンにビオチンが付加されている、
3’-primer : 5’- GCG GCT GAA GAC GGC CTA TGT -3’ (0.16 pmol/μL; custom order, 
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Invitrogen)を使用した。この過程で全ての PCR産物にビオチンを付加した。PCR 産物
を 1%アガロースゲルで 100V、30分電気泳動を行った。TSS-TTS library作成時には、
0.5~5kbpの画分を回収し、QIAquick Gel Extraction Kit(QIAGEN)を使用して DNAの
精製を行った。TSS-Random library 作成時には、0.5~1kbp、1~2kbp、2~5kbp の 3
つの画分を回収し、各々精製を行った。以降のMate Pair library作成には、各 600ng
のDNAを使用した。以降の手順は illumina のMatePair SamplePrep Kit v2に準じる。
ビオチンの付加された cDNA は T4 DNA Polymerase、T4 polynucleotide Kinase、
Klenow DNA Polymeraseを使用して 20℃、30分間処理を行い、DNA両端の突出末端
の平滑化を行った。Circularization Ligaseを使用して 30℃、16時間処理を行った。環
状化を行い、1分子内での TSSと TTSもしくは cDNA 内部を結合させた。環状化を行
った後、DNA exonucleaseを使用して、37℃、20分間処理を行い、存在する直鎖状 DNA
を分解した。EcoP15I 20Uを使用して、37℃、1時間処理を行い、TSS-TTS libraryで
は TSS近傍を、TSS-Random libraryでは TSSと cDNA内部で切断を行った。TSS-TTS 
library作成時には nebulization によりさらに断片化を行った。断片化された DNAから
streptavidin beads (Dynabeads M-280, Invitrogen)を使用してビオチンの付加された
断片を選択的に回収した。streptavidin beads 上にビオチンの付加された DNA 断片が
吸着された状態で、両端の突出末端の平滑化、3’端へのアデニン付加、アダプター付加
の工程を行った。両端の突出末端の平滑化には、T4 DNA Polymerase、T4 
polynucleotide Kinase、Klenow DNA Polymerase を使用して 20℃、30分間処理を行
った。3’端へのアデニン付加には、0.2mM dATPとA-Tailing Enzymeを使用して 37℃、
30分間処理を行った。アダプター付加には、Adapter Ligaseを使用して 20℃、15分間
処理を行った。PCRを用いて増幅反応を行い、8%ポリアクリルアミドゲルで 120V、90
分電気泳動を行った。TSS-TTS library では 280bp 近傍、TSS-Random library では
250bp 付近の DNA 画分を回収、精製を行った。DNA 断片の両端に illumina シークエ
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ンス用のアダプターを付加した。取得されたDNA断片を次世代シークエンサーillumina 
Hiseq2000を利用して塩基配列決定を行った。 
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図１．Mate pair library 作成スキーム 
本手法は以下の部分課程により構成される：オリゴキャップ法を利用して、完全長
mRNA の 5’端に存在するキャップ構造を、制限酵素 EcoP15I の認識配列を含む合成オ
リゴと置換する。dT primerもしくは random primerを用いて逆転写を行い、1st strand 
cDNA を作成する。3 箇所ビオチンの付加された primer を用いて DNA を増幅させる。
アガロースゲルを用いて電気泳動を行い、任意の長さの cDNAを回収・精製する。環状
化を行い、TSS と TTS、もしくは cDNA 内部を結合させる。断片化を行い、ビオチン
の付加された結合箇所を含む断片を精製する。DNA 断片の両端に illuminaシークエン
ス用のアダプターを付加する。 
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３．２．ChIP seq 
 4種類の細胞株、DLD-1、HeLa、HEK293、MCF7を使用して chromatin 
immunoprecipitation sequencing (ChIP seq) library作成を行った。1×108個の細胞を
使用した。終濃度 1%のホルムアルデヒド溶液を加え、室温で 10分間固定を行った。終
濃度 166mMグリシン溶液を加え、室温で 5分間放置し反応を停止させた。1×PBSで 2
回洗浄後、細胞を回収した。細胞に Lysis Buffer1 (50 mM HEPES–KOH, pH 7.5, 140 
mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol, 0.5% NP-40, 0.25% Triton X-100)を 5ml 加え、
4℃で 10分間インキュベートを行い、4℃ 、1,500 rpmで 5分間遠心を行った。上清を
捨て、Lysis Buffer2(10 mM Tris–HCl, pH 8.0, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM 
EGTA)を 5ml加え、4℃ 、1,500 rpmで 5分間遠心を行った。上清を捨て、Lysis Buffer3 
(10 mM Tris–HCl, pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.1%  
Na-deoxycholate, 0.5% N-lauroylsarcosine) 1mlを加え、ソニケーター(TOMY SEIKO)
を使用して氷上で 30秒、16回超音波破砕を行った。10% Triton-X 100を 100μl加えて
14000rpmで 10分間遠心を行った。上清のうち 50μlをコントロール(whole cell extract 
(WCE) DNA)として保存した。各抗体 10μgを磁気ビーズに吸着させ、洗浄を行った。
使用した抗体は、monoclonal anti-RNA polymerase II CTD repeat YSPTSPS  
antibody(pol II) (Abcam, ab817), monoclonal anti- Histone H3 tri methyl Lysine 
4(H3K4me3) antibody (Abcam, ab1012), monoclonal anti- Histone H3 mono methyl 
Lysine 4 (H3K4me1) antibody (Abcam, ab8895), monoclonal anti- Histone H3 tri 
methyl Lysine 27 (H3K27me3) antibody (Abcam, ab6002), polyclonal anti- Histone 
H3 acetyl Lysine 27 (H3K27ac) antibody (Abcam, ab4729), polyclonal anti- Histone 
H3 tri methyl Lysine 36 (K36me3) antibody (Abcam, ab9050), polyclonal anti-RNA 
polymerase II CTD repeat YSPTSPS phosphorylated serine 2 (CTD-PS2) antibody 
(Abcam, ab5095), polyclonal anti- CCCTC binding factor (CTCF) antibody (Millipore 
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07-729), polyclonal anti-Rad21 antibody (Abcam, ab992)である。磁気ビーズに上清の
残りを加え、4℃で一晩ローテーターで回転させた。Wash Buffer(50 mM HEPES–KOH, 
pH 7.5, 500 mM LiCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 0.7% Na-deoxycholate) 1mlで 8回洗
浄を行い、50mM NaCl を含む TE Bufferで 1回洗浄を行った。200μlの elution buffer 
(1 M Tris–HCl, pH 8.0, 0.5 M EDTA, pH 8.0, 1% SDS)を加え、65℃、15分間インキュ
ベートを行い、DNAの溶出を行った(ChIP DNA)。磁気ビーズを使用して上清を回収し、
65℃で一晩インキュベートを行い、脱クロスリンクを行った。保存しておいたWCE 
DNAに 150μlの elution bufferを加え、同様に 65℃で一晩インキュベートを行い、脱
クロスリンクを行った。ChIP DNA、WCE DNA両方に 200μlの TE bufferと 8 μl の
10 mg/ml RNase A (フナコシ)を 8μl加え、37℃、2時間インキュベートを行った。
20mg/ml proteinase K (Takara)4μl、300mM CaCl2 7μlを加え、50分間インキュベー
トを行った。フェノールクロロホルム抽出を行い、エタノール沈降を行った。サンプル
はHiseq(illumina)で塩基配列を決定した。DLD1細胞については、ChIP seqの結果の
一部を、[18]のデータを参照した。 
 
３．３．シークエンス 
 塩基配列の決定は、illumina Hiseq2000を利用して行った。サンプル調整は付属のプ
ロトコールに従って行った。Mate Pair libraryについては、1つの libraryにつき、両
端から 101bpずつ、1,000万タグ以上の塩基配列を取得した。ChIP libraryについては、
1つの libraryにつき、片側から 36bp、平均 3400万タグ以上の塩基配列を取得した。 
 
３．４．解析 
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 すべての TSS-TTS library、TSS-Random libraryにおいて、TSSを決定する際に、
cDNAの 5’端に隣接する塩基配列 CTGCTGCC を標識配列として使用した。TSS-TTS 
libraryにおいて、TTSを決定する際には、TSSが確認されたタグのペアのうち、ゲノ
ム上にマッピングされた Fwの座標が Rvの座標よりも大きい、という条件に当てはま
るものを選択した。TSS-Random librayの 3’端を決定する際に、cDNAの 3’端内部断片
に隣接する塩基配列 CTGCTGGGを標識配列として使用した。同定された TSSタグと
TTSタグをそれぞれ独立に、500bpの binでクラスタリングを行った。同定したクラス
ターをヒトゲノム参照配列 RefSeq遺伝子(UCSC Genome Browser; hg19; 
http://genome.ucsc.edu/; NM ： タンパク質コード遺伝子、NR ： ノンコーディング
遺伝子)にマッピングを行った。TSCの場合は代表転写産物の 5’端上流 50kb以内、TTC
の場合は代表転写産物の 3’端下流 50kb以内にマッピングされた場合、その転写産物に
属するとみなした。RefSeq転写産物の内部エクソンにマッピングされた TSC、TTCは
今回の解析には使用しなかった。TSCと TTCの発現量はシークエンスタグ数を元にし
て計算を行った。part par million tags (ppm)であらわされる発現量を解析に使用した。
[19]の計算方法を参考にした。 
 組織特異的な発現パターンを解析するために、Z-scoreを以下の計算式を用いて計算
した。 
z = (x-μ)/σ ; 
x：タグ数(ppm)の log2、μ：xの平均、σ：xの標準偏差をそれぞれ示す。 
 TSCや TTCの近傍に位置するシス因子を解析するために、TRANSFAC (version 
2011.1; http://www.gene-regulation.com/pub/databases.html)を利用した。TATA box 
(V$TATA_01, V$TATA_C)を探索するために、minFPのカットオフ値を使用した。CpG 
islandを探索するために、UCSC Genome Browserの情報を利用した。polyA 付加シグ
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ナルの探索のために、AATAAAに完全一致する配列を探索した。統計解析は R 
(http://www.r-project.org/)を使用した。 
 “preferred” TSC-TTCの相関について検証するために、まず 5ppm以上、10タグ以上
発現している TSC-TTCペアを抽出した。ランダム抽出からポワソン分布を仮定して、
統計的に有為な偏り、p<0.05、があるペアを抽出した。また、ある遺伝子で発現してい
るすべてのペアのうち、それぞれのクラスターで最も発現頻度の高い TSC-TTCペアを
抽出した。 
 融合遺伝子を同定するために、4種類のがん細胞株において、5ppm以上発現してお
り、同じ染色体上で 3Mb以上離れた座標に位置する 2つの遺伝子、もしくは異なる染
色体上に位置する 2つの遺伝子上に存在する TSC-TTCのペアを抽出した。このさい、
マッピングクォリティスコアが 37であり、RefSeq遺伝子の転写領域内に TSC、TTC
両方が存在し、既存の RefSeq遺伝子内での発現量の 5%以上発現している TSC-TTCペ
アのみを抽出した。 
 図 2. に示すスキームに基づいて、取得したシークエンスタグをゲノム上にマッピン
グすることによりアセンブルを行った。TSC-TTC  libraryから同定できた転写領域の
内部に、TSCを共有する TSS-Random libraryのペアとなる 3’端タグのマッピングを行
い、その結果を用いてアセンブルを行った。マッピングソフトには TopHat v2.0.8bを
使用した。既存の RefSeqモデル遺伝子が存在する場合は、エクソン上に 1タグ以上マ
ップされれば転写領域として同定した。1つのタグが分割されてマッピングされた場合、
その間の領域をイントロンとして同定した。 
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図 2. マップアセンブルスキーム 
TopHat v2.0.8bによるマッピング結果を利用してアセンブルを行った。右向きの矢印は
TSS タグ、左向きの矢印は TTS もしくは cDNA 内部を示すタグである。TSC と TTC
にはさまれたゲノム領域を候補領域とし、転写産物は点線の部分に存在する。 
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４．結果と考察 
４．１．TSS-TTS library 作成 
 図 1に示すスキームに基づいて、14種類のヒト組織由来の RNAと 4種類のヒト細胞
株由来の total RNA100μg を使用して TSS-TTS library の作成を行った。作成した
libraryは次世代シークエンサーillumina Hiseq2000 を使用して塩基配列の決定を行っ
た。101bpの塩基配列を両端から 1,000万タグ以上を取得した。得られた塩基配列を参
照ヒトゲノム配列にマッピングし、RefSeqにおける遺伝子モデルを指標に遺伝子への対
応付けを行った。TSS、TTSの両方についてそれぞれ 500bpの binでクラスタリングを
行い、TSS cluster(TSC)、TTS cluster(TTC)を同定した[19]。シークエンスノイズや、
TSC-TTC間の偽陽性のペアを除くために、5ppm以上の TSSタグ、TTSタグからなる
TSC、TTCのみを解析に使用した。キャップ構造の不正確な置き換えによる不完全長の
TSS や、逆転写を行う際に、dT プライマーが mRNA の内部に結合することにより作
成される不完全長の cDNA に由来する TTS をこのフィルタリングによって除くことが
できたと考えている。また環状化の段階でランダムに発生すると考えられる、複数分子
の cDNAが結合することに由来する TSSと TTSのキメラについても、同様のフィルタ
リングにより除くことができたと考えている。 
構築された合計 18 の cDNA libraryから総数 44,902の TSC-TTC クラスター、平均
8,890 TSC-TTC ペアを同定した。これらのクラスターには、RefSeq遺伝子 18,808 遺
伝子のうち、10,759 遺伝子(25,600 TSC-TTC)が含まれていた。また、既知の 574 
lncRNA(818 TSC-TTC)、新規の 5,709 TSC-TTCが同定できた(表 1)。RefSeq転写産物
モデルを元に TSCと TTCの座標のマッピングを行い、それぞれのシークエンスタグの
ゲノム座標上での妥当性について検証を行った(図 3、図 4)。TSSタグと推定されたシー
クエンスタグは RefSeqの TSS近傍にマッピングされ、TTSタグと推定されたシークエ
17 
 
ンスタグは RefSeq の TTS 近傍にマッピングされた(表 1)。92％の TSC タグは RefSeq
遺伝子の 5’端の上流に位置し、78％の TTCタグは RefSeq遺伝子の下流に存在していた
(図 3、図 4)。これらの結果から本手法により構築された cDNA libraryを解析すること
により、高精度に TSS-TTS 情報を取得することが可能となったと考えられた。1 例を
図 5に示す。
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表 1. TSS-TTS libraryから取得し解析に利用した TSSタグと TTSタグの統計 
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図 3. 取得したタグの分布 
A. TSSタグのゲノム上での分布、B. TSSタグの RefSeq遺伝子上での分布、C. TTS
タグのゲノム上での分布、D. TTSタグの RefSeq遺伝子上での分布 
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図 4. 取得したタグの RefSeq遺伝子上での位置 
A. RefSeq NM転写産物の TSSと、TSS-TTS libraryから取得した TSSタグの距離、
B. RefSeq NM転写産物の TTSと、TSS-TTS libraryから取得した TTSタグの距離 
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図 5．取得したクラスターの RefSeq遺伝子上での分布例 
PCCB遺伝子での TSSタグと TTSタグの分布を示す。左のピークは TSS-TTS library
から取得されたTSSタグ、右のピークはTTSタグを示している。点線の曲線はTSC-TTC
ペアを示している。 
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４．２．選択的 TSCと TTC の評価 
 既報の通り[13-15,17]、多数の RefSeq遺伝子で選択的プロモーターに由来する複数の
TSCが確認できた。今回作成した libraryからは、選択的プロモーターに由来すると考えら
れる複数のTSCを持つ遺伝子が2,488遺伝子、6,944クラスターが確認された。同様に5,096
遺伝子において 16,577クラスターの TTCが確認された(図 6）。図 7. に 1つの遺伝子内で
複数の TSCもしくは TTC が同定された例を示す。複数の TTCを持つ遺伝子が複数の TSC
を持つ遺伝子よりも同程度以上存在していることから、選択的 TTCを介する制御が TSC
と比較して同じぐらい多様性に富んでいることが示唆された。 
TSC近傍の TATA boxや CpG islands[20,21]について複数のクラスター間での差異を検
証した。両方の選択的 TSC の近傍に TATA boxが存在する例はほぼなく、CpG islands が
両方の近傍に存在する例は少なかった（図 8）。一方、polyA付加シグナルが両方の TTC近
傍に存在する例はまれであった(図 9)。TSCと TTCの組織特異性について検証を行った。
TSS-TTSタグカウウントを用いて、Z-scoreを算出した。Z-scoreが 2以上の TSC-TTCを
選択したところ、TSCでは 16%、TTCでは 12%が組織優先的に存在していた(図 10)。TSC
と TTCの分布を比較したところ、TSCのほうがより顕著に組織間での偏りがあった(p< 
1E-62)(図 11)。転写開始の段階と転写終結の段階で、それぞれに多様な制御が行われてい
ると考えられた。 
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図 6. 複数のクラスターを持つ遺伝子の統計 
A. 1遺伝子あたりの TSC数、B. 1遺伝子あたりの TSC数 
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図 7．一つの遺伝子内で複数の TSC、TTCが存在する例 
C12orf75遺伝子では 2つの TSCが同定された。CLN5遺伝子では 2つの TTCが同定され
た。AP: alternative promoter region、AT: alternative termination site 
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図 8. 1つの遺伝子内に存在する複数の TSC近傍のシス因子 
A. 1つの遺伝子内に複数存在する TSC近傍の TATA boxの有無、B. 1つの遺伝子内に複数
存在する TSC近傍の CpG island の有無を示す。両方の TSCに近傍に存在する場合は++、
片方の近傍にのみ存在する場合は+-、両方の近傍に存在しない場合—で示す。 
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図 9．1つの遺伝子内に存在する複数の TTC近傍の polyA付加シグナルの分布 
1つの遺伝子内に複数存在する TTC近傍の polyA付加シグナルの有無を示している。両方
の TTCに近傍に存在する場合は++、片方の近傍にのみ存在する場合は+-、両方の近傍に存
在しない場合は—で示す。 
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図 10. 同定したクラスターの組織特異性 
A. TSCの組織特異性、B. TTCの組織特異性。Z-scoreは方法に記載した計算式で計算した。 
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図 11. TSCと TTCの Z-scoreの分布 
Z-scoreの分布を TSCと TTCで比較した。ウィルコクソン符号順位検定を用いて統計的有
意差を計算した。 
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４．３．Preferred TSC-TTCペアの同定と評価 
 一つの遺伝子の中で 2つ以上の TSCと TTCのペアが存在する場合、TSCと TTC に相関
があるかどうかに検証した。TSS-TTS libraryのそれぞれのタグカウントから、ランダムに
選択されることをポワソン分布から仮定して、その帰無仮説として両者の相関を検証した。
25,600TSC-TTCのうち 24,833(97%)で、TSCと TTC に統計的に有意な相関(p<0.05)は見
られず、TSCの選択とTTCの選択は独立に行われていることが示唆された。しかしながら、
372遺伝子、767例で統計的に有為な相関が見られた。これらのペアでは、TSC、TTCに
属する 50%以上のタグが特定のペアと連結されていた。以降、“preferred” TSC-TTCと記
す。TSC近傍の TATA boxや CpG islandsと、TTS近傍の polyA付加シグナルの頻度や組
み合わせは、全体像と類似していた(図 12,図 13)。 
 タンパク質をコードする領域が“preferred” TSC-TTCのペアでどの程度異なるかについ
て解析を行った。“preferred” TSC-TTCはタンパク質コード領域を互いにほとんど共有し
ていなかった。2つの異なる遺伝子で構成されているかのように、タンパク質コード領域を
まったく含んでいない場合も存在した。coding DNA sequences (CDS)を共有している割合
は、相関しない TSC-TTC のペアよりも有意に少なかった(p< 3E-78) （図 14）。図 15に
示すように、PKIA遺伝子では、TSC-TTCペア Aは TSC-TTCペア Bと完全に離れた位置
に存在している。Z-scoreを計算することにより、2つのペアの発現パターンの解析を行っ
た。SLC25A27遺伝子の場合、Unit B は精巣で特異的に発現していたが、Unit A は他の組
織で偏りなく発現していた。PKIA遺伝子の場合、重複しない 2つのユニットが存在し、そ
れぞれことなる発現パターンを示していた。Unit Aは心臓と骨格筋で 4.5と 3.0という高
い Z-scoreを示したが、Unit B では高い Z-scoreが見られなかった（精巣で 0.7）。精巣で
の Unit Aは-2.4、心臓と骨格筋での Unit Bの Z-scoreは 0.3と 0.2という結果を示した(図
15)。767例の TSC-TTCペアのそれぞれについて Z-scoreを重ねた(図 16)。図 14に示した
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点線の外部に存在するペアを数えたところ、脳と精巣で特に組織特異的な TSC-TTC のペア
の発現が確認された。どのような機能の遺伝子で“preferred” TSC-TTCが使用されている
を検証するために、GO term解析を行った。その結果、GTPase関連遺伝子が濃縮されて
いた(p< 8E-06)(表 3)。興味深いことにこれらの TSC-TTCは相互にゲノム上で重複する領
域をほとんど持たず、遺伝子内で独立の 2つのユニットを形成しているように見えた。 
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図 12. “preferred” TSC-TTC間での TSC 近傍のシスエレメント 
A. “preferred” TSC-TTC間での TSC近傍の TATA boxの有無、B. “preferred” TSC-TTC
間での TSC近傍の CpG island の有無を示す。両方の TSCの近傍に存在する場合は++、片
方の近傍にのみ存在する場合は+-、両方の近傍に存在しない場合—で示す。 
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図 13．“preferred” TSC-TTC間での TTC近傍の polyA付加シグナルの分布 
“preferred” TSC-TTC間での TTC近傍の polyA付加シグナルの有無を示している。両方の
TTCに近傍に存在する場合は++、片方の近傍にのみ存在する場合は+-、両方の近傍に存在
しない場合は—で示す。 
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図 14．1つの遺伝子内での 2つの TSC-TTC ペアの CDS領域の重複 
左には独立した TSC-TTC ペア間での CDS 領域の重複、右には”preferred”TSC-TTC ペア
間での CDS領域の重複を示している。ウィルコクソン符号順位検定を用いて統計的有意差
を計算した。 
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図 15. ”preferred”TSC-TTC ペアの例 
A. PKIA遺伝子と SLC25A27遺伝子での”preferred”TSC-TTCペアの例、B. PKIA 遺伝子
と SLC25A27遺伝子でのそれぞれの TSC-TTC Unitの Z-scoreの分布 
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図 16. Z-score分布 
A. 全ての組織における全ての”preferred”TSC-TTCペアの Z-score、B. Z-scoreが 2以上を
示す組織特異性の高い”preferred”TSC-TTCペアの発現数 
 
 
A 
B 
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表 2. ”preferred”TSC-TTCペアを多く含む GO term 
超幾何分布を利用して GO termの濃縮の計算を行った。 
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４．４．転写構造とクロマチン構造の関係 
 転写構造とクロマチン状態の関係を検証するために、ヒストン修飾(H3K4me1、
H3K4me4、H3K27Ac、H3K27me3、H3K36)、polymeraseⅡ複合体の開始(polII)と伸張
(CTD-PS2)、クロマチンインシュレーター複合体の構成部分(Rad21、CTCF)に対する抗体
を使用して ChIP seqを 4種類の細胞株を使用して行った。平均 3400万シークエンスタグ
を取得し、解析に使用した(表 3)。MACSの標準のパラメーターを使用してピークのコール
を行った。 
 図 17. に示すようにTSCとTTCの間の転写領域についてChIP seqパターンの解析を行
った。既知の知見どおり、活性化された転写領域の TSCの上流にエンハンサーマーカーで
あるH3K27Acのピークが見られた[24,25]。H3K4me3 と Pol IIのピークは TSC上に確認
できた[26-30]。H3K36me3は転写領域で顕著に見られ[31]、H3K27me3はこれらの領域に
は存在しなかった[29,32]。CTD-PS2のピークは TTC の部分に蓄積していた[33,34]。これ
らのシグナルは一般的に発現量の低い転写産物に対しては顕著ではなかった(図 17)。同様
の結果は、用いたすべての細胞株において観察された。これらの結果は、TSC-TTC のデー
タがクロマチンの特徴と相関していていることを示唆している。ChIP seqデータに加えて、
もしくはChIP seqデータの代わりに転写アノテーションデータを利用することが可能であ
ると考えている。ただし、TSC-TTCの情報は直接にトランスクリプトーム解析から得られ
たものであり、高い解像度を持つ。その結果、細胞種における転写領域の正確な同定に有
利であると考えている。 
 “preferred” TSC-TTCとクロマチンの特徴の相関についても同様の解析を行った。これ
らについても TSC-TTCとクロマチン状態の間に、全 RefSeqの転写産物の場合と類似した
相関が観察された(図 18)。“preferred” TSC-TTCが特定の細胞種で実際に転写されている
転写産物を表していることを示唆している。一つの遺伝子の中で TSC-TTCのペアのゲノム
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の領域を分離し、“preferred”な使用を説明する可能性のある要因を検証した。Rad21[35,36]
と CTCF[37,38]の ChIP seqのピークを検証してみると、同じ遺伝子の中で、TSC-TTCの
ペアがある領域ではそのほかのイントロン領域よりも濃縮されていた(表 4、図 19)。この結
果が TSC-TTC相関の原因なのか、結果なのかは明らかではない。しかし、“preferred” 
TSC-TTCからなる転写産物は、生物学的ノイズや実験によるアーティファクトではなく、
決定論的な方法で制御されていると考えている。 
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表 3.ChIP seq結果統計 
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図 17.ChIP seqシグナル強度 
HeLa細胞におけるChIP seqのピークのシグナル強度を色で示している。Pol II、H3K4me1、
H3K4me3、H3K27Acについては RefSeq遺伝子の 5’端から 50kb以内、CTD-PS2につい
ては RefSeq 遺伝子の 3’端から 50kb 以内に存在するピークについて示している。
H3K36me3 と H3K27me3 については点線で示した TSC と TTC で囲まれた領域を基準に
している。 
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図 18. “preferred” TSC-TTCペアでの ChIP seqシグナル強度 
HeLa細胞における“preferred” TSC-TTCペアでの ChIp seqのピークのシグナル強度を色
で示している。Pol II、H3K4me1、H3K4me3、H3K27Acについては RefSeq遺伝子の 5’
端から 50kb以内、CTD-PS2については RefSeq遺伝子の 3’端から 50kb以内に存在するピ
ークについて示している。H3K36me3とH3K27me3については点線で示した TSCと TTC
で囲まれた領域を基準にしている。 
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表 4．CTCFと Rad21の結合割合 
“preferred” TSC-TTCで囲まれた領域での CTCFと Rad21の ChIP seqでのピーク頻度 
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図 19. CTCFと Rad21の結合状態 
“preferred” TSC-TTCペアで囲まれた領域での CTCFと Rad21の ChIP seqでのピーク強
度と、独立した TSC-TTC ペアで囲まれた領域での CTCFと Rad21の ChIP seqでのピー
ク頻度を示している。ウィルコクソン符号順位検定を用いて統計的有意差を計算した。 
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４．５．多様な転写領域と融合遺伝子転写産物の同定における TSC-TTC情報の応用 
 解析を行う中で、隣接しているが異なる RefSeq遺伝子間で、TSCと TTCが結合されて
いる例が見出された。このような箇所を 174箇所同定し、クロマチンの状態を検証した。
“preferred” TSC-TTCと同様に、2つの隣接する RefSeq遺伝子に特徴的なクロマチン状態
を同定した(図 20)。H3K36me3の結合は 2つの遺伝子の間で高い値を示した。Rad21と
CTCFの結合サイトについても検証を行った。隣接する 2つの RefSeq遺伝子が多く転写さ
れている場合、同じ長さの他の遺伝子間領域よりもピークは少なかった（表 5、図 21）。
これらの結果から、“preferred” TSC-TTCと類似の遺伝子の転写の多様性が起こっている
可能性が示唆された。多様な転写は、遺伝子内だけではなく、遺伝子間でも起こっている
可能性があると考えられた。 
 がん細胞での 2つの異なる遺伝子の結合とみなされる融合遺伝子の同定について
TSC-TTCの情報を応用した。近年、融合遺伝子は様々ながんで起こる染色体異常の結果作
成される転写産物であり[39,40]、発癌の引き金となる例が報告されている[41,42]。
LC-2/AD 、MCF7、DLD1、HeLaといったがん細胞株で融合転写産物の探索を行った。
肺がん細胞株である LC-2/AD では、同じ染色体上の異なるストランド上に 1Mb以上離れ
て存在する 2つの遺伝子、CCDC6の TSCと RETの TTCが物理的に結合していることが
見出された[43]。実際、この融合遺伝子は肺腺がんの患者の 3%で報告されており[44]、抗
がん剤の標的として注目されつつある。MCF7細胞で BCAS4/BCAS3融合遺伝子について
も同定された（図 22）[45-47]。TSCと TTCの領域に primerを設計し、RT-PCR で検証
を行ったところ、両方とも融合遺伝子の発現が確認された。これらの結果から、TSC-TTC 
libraryの結果から、融合遺伝子の同定・評価を行うことが可能であると考えている。 
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図 20. 隣接する遺伝子での TSC-TTCペアが確認できる箇所でのクロマチン状態 
ピークはそれぞれの libraryでのタグ数を示している。点線は TSS-TTS libraryでの
TSC-TTCペアを示している。 
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表 5. 隣接する遺伝子間での CTCF、Rad21の ChIP seqピーク頻度 
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図 21. 隣接する遺伝子間での CTCF、Rad21の ChIP seqピーク分布 
ウィルコクソン符号順位検定を用いて統計的有意差を計算した。 
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図 22．がん細胞株で同定できた融合遺伝子の例 
LC-2/AD 細胞における CCDC6-RET融合遺伝子と、MCF7細胞における BCAS4-BCAS3
融合遺伝子の例を示している。それぞれ RT-PCRで検証した。 
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４．６．転写産物の構造決定について TSC-TTC/Random データの応用 
 正確な転写産物構造を決定するために TSC-TTCの間の内部構造を明らかにしようと試
みた。TSS-TTS library と同様に、同じ出発材料 RNAを使用して TSS-Random library
を作成した。ランダムプライマーを付加された二本鎖 cDNAは 3つのサイズ分画、
0.5~1kbp(dR0.5)、1~2kbp(dR1)、2~5kbp(dR2)、から抽出、精製を行い、mate pair library
を作成した。解析に使用した TSS-Randomタグの統計を表 6.に示す。ゲノムにマップされ
た座標の統計的解析から、取得された 5’端は、RefSeq転写モデルの 5’端のエクソンから
500bp以内に 92%がマップされていることから、TSSを表していると考えられた。RefSeq
転写モデルにマッピングされたタグのTSSと cDNA内部断片の距離はサイズ分画を行った
cDNAの長さに相関していた(図 23)。18の libraryから得られた結果を合わせると、塩基
レベルで 90%以上がタグによりカバーされる RefSeq遺伝子が 49%存在し、74%の RefSeq
遺伝子については、少なくとも 1タグ以上が転写モデルの全てのエクソンにマッピングさ
れていた(図 24)。 
 TSS-Random libraryのタグを利用して cDNA配列のアセンブルを行った。特に、選択
的プロモーターに由来する転写産物の構造を別々に再構築を試みた。異なる TSCを分ける
のに TSSのタグを使用し、転写産物の構造を決定するのにペアとなっている TSS-Random 
libraryのタグを利用した。通常の RNA seqで利用される程度のタグ数が得られなかったた
めに、アセンブリに de novo RNA アセンブリアプローチではなく[48-50]、ゲノムベースの
アプローチを行った[51,52]。結果、RefSeqの 5’端と重複しない選択的プロモーターに由来
する 2,292の TSCの下流の転写産物が TSC-TTCの間のゲノム領域で 95%以上のカバレー
ジでアセンブルを行うことができた。アセンブルされた転写産物の平均の長さは 1,232bp
で、タンパク質をコードしている可能性が十分あると考えられた(表 7、図 25)。 
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 遺伝子間の lncRNAのアセンブルについても同様の方法を使用し、RefSeqのNR に当て
はまる lncRNAや、新規の遺伝子間の TSC-TTCで囲まれた領域に存在する lncRNAの構
造を決定した。RefSeqの NR遺伝子のアセンブル成功率と、遺伝子間 TSC-TTC は成功率
は類似していた。これらは、RefSeqの NM遺伝子の場合よりも低かった。これは発現量の
低さが原因であると思われる。しかし、363個の RefSeqのNRと、36個の遺伝子間の推
定上の lncRNAのアセンブリが可能であった(表 7、図 25)。完全なシークエンスが性格に決
定されていない選択的プロモーター由来の転写産物や lncRNAの生物学的役割をさらに推
察するのにこういった library作成による塩基配列の決定は必要であると考えている。 
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表 6. TSS-random libraryから取得し解析に利用した TSSタグと cDNA内部タグの統計 
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図 23.TSS-Random libraryでの cDNA内部タグの RefSeq遺伝子内での分布 
A. PCCB 遺伝子における TSS-Random libraryで同定した TSS-Randam タグの例、B. 3
種類の TSS-Random libraryの RefSeq遺伝子での cDNA長 
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図 24.cDNA 内部タグでカバーできた RefSeq遺伝子の領域 
TSS-Random libraryから取得できたタグの RefSeq NM遺伝子に対するカバー率。A. 塩
基ごとのカバー率。B. エクソンごとのカバー率。 
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表 7. TSS-Random libraryタグのアセンブル結果 
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図 25. TSS-Random libraryタグのアセンブル結果の分布 
各種類の RNAについて TSS-Random libraryタグのアセンブル結果を示している。左のグ
ラフはカバー率、右のグラフは 1RNAあたりのアセンブル長を示している。 
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５．結語 
 TSS-TTS libraryと TSS-Random libraryの作成と評価について論じた。類似の方法論が
すでに報告されているが、ヒトのトランスクリプトーム解析に応用したのは本研究が最初
の報告である。一連の完全長 cDNA Mate Pair library作成により、TSCと TTC の相関に
ついて検証を行った。TSCと TTCの相関解析から、転写単位が、一つの遺伝子、もしくは
異なる遺伝子の結合分子を部分に分けることがあることが見出された。多様な転写産物は
完全長 cDNAシークエンス解析で報告されているが、近年のRNA seqからは報告例がない、
これは断片化された転写産物を表すだけで情報としては不十分であることに起因すると考
えている。 
 また、今回のトランスクリプトーム解析により、転写モデルの同定が可能であった。こ
の方法論を用いなければ選択的プロモーターに由来する転写産物の構造を決定することは
実質的に不可能であった。また lncRNAの転写産物については、一般に発現量が低く、RNA 
seqは TSS、TTSの決定には不適である。今回の研究はヒトだけではなく他の生物種にお
いてもゲノムのアノテーションに有効である。近年の RNA seqを使用したトランスクリプ
トーム解析を補足するものとして、完全長 TSS-TTS/Random libraryは実用性があると考
えている。 
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